Pezzi operatori e biopsie 




Biopsie endoscopiche 




Agobiopsie 





Papanieolaou ( 1883-1962 ) 



Citologia 

E' considerato il padre 
della citologia di screening. 
Il test che porta il suo nome 
(PAP-test) ha praticamente 
ridotto P insorgenza del 
carcinoma invasivo della 
cervice uterina in passato 
una delle cause di morte più 
frequenti per tumore 
maligno nelle donne. 



Citologia extra-vaginale 
Esempi 



Pancreas normale 



Adenocarcinoma 




ISTOPATOLOGIA 

• ACCETTAZIONE E REGISTRAZIONE 

• TECNICA DI ALLESTIMENTO DEI 
PREPARATI ISTOLOGICI 



Aspetti tecnici dell'Anatomia Patologica 

Tecniche di istopatologia 

Tecniche di citologia 
Immunoisto-citochimica 
Citometria a flusso 0 * 

Biologia molecolare m 



Accettazione e registrazione 

•Fase estremamente delicata eseguita dal 
personale tecnico e amministrativo. 

• Ad ogni paziente viene attribuito un 
numero progressivo su base "annuale" 
detto numero istologico (IST), per gli 

esami citologici e i pap-test si adottano 

altre due numerazioni progressive 

indipendenti (CIT e PAP). 



Accettazione e registrazione 

La fase di accettazione prevede il 
controllo del materiale da parte 
del tecnico, una prima fase detta 
accettazione "rapida" che viene 
poi "rifinita" nei dettagli 
bu rocratico-amministrativi dalla 
segreteria diagnostica. 



Accettazione e registrazione 

Ogni prelievo istologico o 
citologico che perviene in una 
Struttura di Diagnostica Isto- 
citopatologica deve essere 
accompagnato da una richiesta che 
comprende una serie di dati 
burocratici e clinici essenziali per 
la diagnosi. 



La richiesta di esame isto-citologico 



lecompagna ogni campione o sene di 
campioni prelevaci dallo stesso paziente. 
Deve contenere i seguenti dati essenziali: 

- identificazione del paziente 

- identificazione del mittente 

- identificazione del campione 

tipo di intervento eseguilo 
materiale inviato 
sede del preliev o 
eventuali reperi chirurgici 
iati clinici e/o strumentali 
leniuali trattamenti terapeutici 
incedenti istologici e o citologici 
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II foglio di lavoro 



Dopo la fase di 
acccttazione rapida la 
segreteria di diagnostica 
mediante Fuso di sofisticati 
programmi di soft-ware, 
rifinisce i dati dei singolo 
caso c "produce" il 
cosiddetto "foglio di 
lavoro" che accompagnerà 
quel campione durante 
/'iter disgnostico. 




Spazio destinato a scrittura 
di esame macro e diagnosi 



Modalità di invio del materiale 



li materiale deve pervenire intatto ed intero, 
senza dissezioni e tagli preliminari che possano 
pregiudicare la completezza e la affidabilità 
della diagnosi. La migliore modalità è l'invio "a 
fresco", qualora ciò non fosse possibile, entro 
un tempo ragionevole i pezzi vanno posti in un 
congruo volume di fissativo (formalina 10% 
tamponata a pH neutro). 
Sul contenitore e non sul coperchio devono 
essere applicate le etichette con i dati rilevanti. 



L'esame a "fresco 



Tutto il materiale che giunge in Anatomia 
Patologica deve essere trattato il più presto 
possibile dal Patologo (e non da altri) con 
"tagli" e/o altre procedure che permettendo una 
migliore "penetrazione" della formalina 
consentano una fissazione ottimale, prima 
dell'esame macro e del campionamento che si 
esegue il giorno dopo. 

In tutti i contenitori deve essere posta formalina 
fresca per un volume di circa 10 volte quello del 
ramninne hiolnairn. 



L'esame 


a 


"fresco" 
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Dopo l'esecuzione dei "freschi"' 
la formalina va completamente 
sostituita e immessa nel 
contenitore in volume adeguato. 



Esame a fresco e "distensione" su tavoletta 
di esofago (A) ed esofago-gastro resezione (B). 




La fissazione 



Serve a prevenire i fenomeni di auto- ed eterolisi. 
Tutti i tessuti devono essere fissati prima di 
procedere all'inclusione in paraffina (salvo casi 
particolari) e alla colorazione. 
Scopo: immobilizzare i costituenti cellulari e 
tissuta/i in uno stato il più possibile vicino a quello 
vitale mantenendo un buon grado di reattività. 

Tuttavia è una sorta di compromesso, tra la 
necessità di prevenire la degenerazione dei 
campioni e di mantenere il dettaglio morfologico. 



La fissazione 



II principio chimico-fisico su cui si basa la 
fissazione è la formazione di legami crociati tra 
le molecole proteiche. 

La fissazione è dipendente dal pH del fissativo, 
dal fissativo prescelto e dalla temperatura. 

Il pH accelera la fissazione quanto più tende 
all'acidità anche temperatura aumenta la 
velocità di fissazione. 

Ogni fissativo ha un valore fisso detto k che ne 
rappresenta la capacità di penetrazione nei 

tessuti (valore di riferimento etanolo = 1), la 

formalina ha un k di 0,78. 



La fissazione 

Esistono numerosissimi tipi di fissativi sia 
sempiici, che sotto forma di miscele. 
\ella maggior parte dei laboratori si usa la 
formalina (soluzione di formaldeide al 10%) 
tamponata a pH neutro. 

Oggi su tessuti fissati in formalina e inclusi in 
paraffina possono essere eseguiti la maggior 
parte delle indagini di ICH e di biologia 
molecolare (PCR) 

La formalina tende ad indurire il campione 
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L'esame macroscopico 

Una descrizione dettagliata e informativa del 

pezzo operatorio deve sempre accompagnare la 

diagnosi isto-patologica definitiva. 

L'esame macroscopico e la relativa descrizione 
sono fattori determinanti per la garanzia di 
qualità dell'intera procedura diagnostica. 
Mentre una descrizione del quadro 
microscopico non è indispensabile per la 
refertazione finale, il quadro macroscopico a 
seguito del campionamento non può essere 
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L'esame macroscopico 



Obbligatoriamente 
l'esame macroscopico 
\ iene sempre riportato 
nella diagnosi definitiva 



La "sala macro" 



La sala per l'esame macroscopico ed il 
campionamento deve avere dimensioni e 
caratteristiche rapportate al numero di 
campioni da esaminare, il numero di personale 
operativo, deve disporre di finestre. 

Devono essere rispettate le norme della legge 
626/94 riguardanti l'igiene del posto di lavoro, 
lo smaltimento dei rifiuti, le misure anti- 
infortunio ed anti-incendio. 

Deve disporre di arredi "tecnici" idonei. 



La "sala macro" 

Cosa serve: 

• Banco di lavoro idoneo resistente agli agenti chimici, 
facilmente lavabile, con aspira/ione localizzata con 
sistemi di captazione o dal basso o con cappa di 

aspira/ione tradizionale per i vapori tossici. 

• Scarico separato per liquidi biologici e reagenti 
chimici. 

• .Armadi dotati di aspirazione per i contenitori in 
attesa di esame macro o di diagnosi definitiva. 

• Attrezzature "tecniche": bisturi, coltelli, forbici, 
strumenti di misurazione etc. 

•Attrezzature di sicurezza: guanti, mascherine, camici 
specifici, occhiali, etc. 



L'esame macroscopico 

L'esame macroscopico deve contenere: 
•la descrizione del pezzo operatorio e delle 
/esioni presenti 

• dimensioni e peso 

• l'aspetto ai taglio 

• rapporti anatomici con altri organi e strutture 
•le sedi di campionamento (separate da lettere 

diverse) 

•il numero dei prelievi eseguiti e le sigle degli 
operatovi e la data di campionamento. 



L'esame macroscopico 

Fotografia macrosopica. 

Spesso i pezzi operatori vengono fotografati. 

Gli scopi sono diversi: 

•costituire un archivio di foto macroscopiche a 
scopo didattico e/o di ricerca 
•poter controllare ed obicttivare le sedi di 
prelievo 

•contribuire alla diagnosi descrittiva 
•assistere in possibili problemi medico legali 



Fotografia macroscopica 




Macchina fotografica tradizionale: foto standard non elaborabili 



Fotografia macroscopica 




Il campionamento 



Da ciascun pezzo operatorio devono essere 
prelevate le aree significative in base a schemi 
codificati per ciascun organo e in base 
a/l'esperienza dell'operatore. 

/ prelievi delle dimensioni massime di circa 2 
cm. per 1 cm. per 0,5 cm. vengono posti in 
appositi cestelli detti blocchetti nei quali 
subiranno il processo di inclusione in paraffina. 

Sui blocchetto deve essere scritto in modo 
chiaro il numero istologico. 



Esempio di campionamento - Utero 




Campionamento: 

colorazione dei 
margini di resezione con 
inchiostro di china. 
Serve per la valutazione 
"orientata" dei diversi 
margini di resezione, in 
rapporto alla presenza di 
"lesione" in 
corrispondenza degli 
stessi. 
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Osservazione 
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C irca 30 inclusioni 
Margini colorati con 



Processazione ed inclusione 



I na volta eseguita la fissazione e l'esame 
macroscopico con il campionamento o 
/'inserimento in toto delle piccole biopsie nel 
blocchetto, i prelievi devono essere processati 
per arrivare all'inclusione in paraffina. 
Attraverso passaggi ripetuti in alcool 
(disidratazione) e in xilolo (chiarificazione) i 
campioni vengono resi idonei ad essere inclusi 
in paraffina. 



Processazione ed inclusione 



Oggi tutto questo processo viene eseguito da 
macchine gestite da computer che permettono 
una inclusione ottimale dei pezzi campionati. 
La paraffina liquida alla temperatura di circa 
58-60°C penetra nel campione e poi a 
temperatura ambiente solidifica rendendolo 
idoneo al taglio. 

Molti prelievi, prima dell'allestimento definitivo 
del blocchetto che verrà tagliato per ottenere le 
sezioni istologiche, devono essere orientati. 



La paraffina 



Nella pratica istologica vengono impiegate 
paraffine con punto di fusione di circa 58°- 
60%°C, poiché temperature più elevate 
danneggerebbero i campioni e la loro 
morfologia cito-architetturale. 

A temperatura ambiente le paraffine sono 
alio stato solido, permettendo il taglio delle 
sezioni al microtomo, tuttavia è utile 
raffreddare il blocchetto in un comune 
frigorifero prima di procedere al taglio 
delle sezioni istologiche 



Taglio delle sezioni al microtomo 

Per il sezionamento il bloccchetto viene 
fissato sul morsetto porta-oggetti del 
microtomo. 

I microtomi sono strumenti di alta 
precisione di tipo meccanico che utilizzano 
due movimenti: quello di avvicinamento 
alla lama del campione che determina lo 
spessore della sezione e quello di taglio 
perpendicolare alla direzione di 
avvicinamento del campione alla lama che 
produce la "fettina" 



Taglio delle sezioni al microtomo 

Come detto i blocchetti di paraffina 
solidificati comprendenti i prelievi inclusi 
vengono tagliati al microtomo 

Le sezioni ottenute di 5-6 micron di 
spessore vengono distese in acqua tiepida, 
poste su vetrino portaoggetto infine 
vengono collocate in una stufetta "a secco" 
per facilitarne l'adesione al vetrino e 
/'asciugamento. 



Sezioni ai 

microtomo. 

Taglio di "fettine" 
di circa 5 micron di 
spessore. 





Sezione non colorata 



Colorazione standard H&E 



Le sezioni sui vetrini vengono deparaffinate 
attraverso passaggi in xilolo e reidratate 
attraverso passaggi in alcool e successivamente 
in acqua. 

Segue la colorazione di routine con ematossilina 
in soluzione acquosa e con eosina in soluzione 
alcoolica. 

Una volta colorate le sezioni vengono riportate 
in alcool, poi in xilolo e poi montate con il 
vetrino coprioggetto con un apposito collante 

frmfpllanì 



Ematossilina ed eosina 



L'ematossilina è estratta dalla pianta 
Hematoxvlin Campechianum, per essere 
utilizzata deve essere ossidata e mordenzata con 
sali di metalli pesanti. E' un colorante basico 
che si lega alla cromatina nucleare, conferendo 
al nucleo un colore variabile dal blu-azzurro al 
nero. 

L'eosina è un derivato dallo xantene 
(fluorosceina), la più usata è Teosina alcoolica 
che colora con differenti sfumature dal rosso al 
rosa i citoplasmi cellulari, i tessuti connettivi e 
la matrice extracellulare. . lm - vtltmmmMM 



Colorazioni di routine 

Oggi anche la procedura di colorazione 
standard e di montaggio dei vetrini definitivi è 
completamente automatizzata. 
In alcuni casi accanto alla colorazione standard 
sono già previste per determinati tessuti 
istologici alcune colorazioni speciali che 
vengono eseguite di routine. 

Ad esempio per le biopsie gastriche il Giemsa 
modificato (evidenzia la presenza di HP) e 
J'Alcian-Pas per studiare il tipo di muco 
presente nelle ghiandole. 



Colorazioni speciali 



Sono colorazioni che utilizzano metodi 
istochimici per riconoscere componenti 
cito-istologiche non ben evidenziabili con 
la normale H&E. 

Si usano essenzialmente per evidenziare: 
componenti dei tessuti connettivi, 
carboidrati, proteine, lipidi, pigmenti e 
sostanze minerali, micro-organismi 



Giemsa modificato: ricerca Helicobacter Pylori 

Biopsia colorata Helicobacter Pvlori (400X 




Sistema qualità: 
Insieme di responsabilità, 
struttura organizzativa, 
procedure, attività, capacità, 
risorse, che mira a garantire 
che processi, prodotti, servizi 
soddisfino bisogni e aspettative 
dei clienti/fruitori al minor 
costo. 



Controllo di qualità 
interno 





Doppia Osservazione 

Errori corretti prima della 
firma 

Processo di educazione 
continua dei patologi 

Riduzione delle rivendicazioni 

medico -legali 
Pratica diagnostica quotidiana 



